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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft die VenA/endung von redoxaktiven Verbindungen zur Herstellung von Nachweisreagenzien fur 
em Verfahren zur Bestimmung eines Analyten sowie Reagenzienkits. die dtese redoxaktiven Verbindungen enthalten. 
5 Wetterhin werden neue redoxaktive Verbindungen offenbart. 

Redoxreaktionen ermdglichen den Nachweis und die Bestimmung von Analyten in verschiedenen Probenmateria- 
lien. Hierbei wirkt em oxidierendes Oder reduzierendes System direkt Oder Ciber emen Mediator auf einen Redoxmdika- 
tor em. Die Anwesenheit des Analyten fuhrt zu einer Reduktion Oder Oxidation des Redoxmdikators. Verwendet man 
geeignete Redoxmdikatoren, bei denen durch Reduktion Oder Oxidation eine nachweisbare Anderung der Molekulei- 
genschaften erfoigt, kann em qualitativer und/oder quantitativer Nachweis des zu bestimmenden Analyten erfolgen. 

Die Bestimmung eines Analyten kann beispielsweise durch em colorimetrisches Nachweisverlahren, bei dem sich 
die Farbe des Nachweisreagenz durch Oxidation oder Reduktion verandert, oder durch em elektrochemisches Nach- 
weisverfahren erfolgen. Beispiele fur colorimetrische Nachweisreagenzien sind Resazurine, Heteropotysauren (EP-B- 
0 431 456), Tetrazoliumverbindungen (EP-B-0 574 769), nitrosoaromatische Verbindungen (EP-A-0 620 283), RIND- 
15 Verbindungen, d.h. Verbindungen, die bei Reduktion eine mtramolekulare Reaktion eingehen (vgl. z.B. EP-A-0 190 740 
und WOS6/04681). Beispiele fur redoxaktive Verbindungen bei elektrochemischen Nachweisverfahren sind Nitrosoaro- 
maten, Phenaziniumsaize, Kaliumhexacyanoferrate und Benzochinone {vgl. z.B. EP-A-0 441 222 und EP-A-0 505 
494). 

Die ausdem Stand der Technik bekannten colorimetnschen Nachweisreagenzien weisen jedoch einige Nachteile 
20 auf. So zeigen Tetrazoliumsalze eme ausgepragte Lichtinstabilitat. Wetterhin wird durch Reduktion die Salzstruktur zer- 
stdrt und die resuitierenden Formazane sind meist in Wasser unldslich (H.-J.Guder, Indigo/Tetrazolium Dyes, Kapitel 
12.1 in: Non radioactive labeling and detection of biomoiecuies, C. Kessler, Hrsg., Springer-Verlag Berlin Heidelberg 
1992). Bei Resazurinen istder Farbunterschied zwischen oxidierter und reduzierter Form fur manche Anwendungen zu 
gering. Heteropotysauren zeigen aufgrund emer geringen Extinktion und einer ungunstigen Absorptionsweilenlange 
25 der reduzierten Form fur viele Anwendungen eine ntcht ausreichende Sensitivitat und sind daruberhinaus hinsichtlich 
der Absorptionsweilenlange der reduzierten Form wenig vanabel. RIND-Verbmdungen sind fur diagnostische Tests oft- 
mals zu reaktionstrage Nitrosoaromaten wiederum sind sehr stdranfallig und der gebiidete Farbstoff kann durch eine 
Uberreduktion verblassen. 

Die der vortiegenden Erfindung zugrundeliegende Aufgabe bestand somit darin, neue redoxaktive Verbindungen 

30 als Nachweisreagenzien zur Bestimmung von Analyten bereitzustellen, bei denen die Nachteile des Standes der Tech- 
nik mindestens teiiweise beseitigt sind. Die neuen redoxaktiven Verbindungen sollen einerseits hinsichtlich ihrer nach- 
weisbaren Molekuleigenschaften eme hohe Variabilitat besitzen und andererseits sowohi in der reduzierten als auch in 
der oxidierten Form ausreichend stabil sem. 

Die erfirtdungsgemSBe Losung dieser Aufgabe besteht dann, em neues in der biochemischen Analytik bzw. medi- 

35 zinischen Diagnostik bisher nicht venwendetes Redoxpaar einzusetzen, das eme Benzochinoxalindion-Substruktur 
Oder Varianten dieser Substruktur enthalt. wie z.B. eme Dehydroindanthron- oder Benzonaphthophenazindion-Sub- 
struktur. Dehydroindanthrene sind seit langem bekannte Zwischenstufen bet der Synthese von Anthrachinonfarbstoffen 
wie z.B, halogenierten Indanthronen. Mehrere Vertreter dieser Substanzklasse sind beispielsweise in der Monographi- 
enserie "The Chemistry of Heterocyclic Compounds", Band "Phenazines", G.A. Swan und D.G.I. Felton, 1975 Intersci- 

4G ence Publishers Inc., New York, insbesondere pp 431 - 433, 469 und 477, beschneben. Auch die Herstellung von 
sulfonierten Derivaten ist bekannt (vgl. beispielsweise deutsches Patent Nr. 129847 vom 10. Mai 1901 und deutsches 
Patent Nr. 216891 vom 13. Dezember 1908). 

Verbindungen mit Benzochinoxalin-Substruktur wie z.B. Naphtho[2,3-a]phenaz!n-8.13-dion,Benzo[a]-naphtho[2.3- 
h]phenazin-8, 1 3-dion und Varianten mit weiteren ankondensierten Arylresten und deren chemische Reduktion zu Farb- 

45 stoffen sind ebenfails seit langem bekannt (siehe "Phenazines", Supra). 

Obwohl Redoxpaare mit Benzochinoxalindion-Substruktur nunmehr seit fast 100 Jahren bekannt sind, fanden sie 
bisher keine Anwendung in der medizinischen Diagnostik bzw. biochemischen Analytik. Uberraschenderweise wurde 
jetzt festgestellt, daB diese Substanzen hervorragend als Nachweisreagenzien insbesondere fur colorimetrische Nach- 
weisverfahren geeignet sind. So besitzen sie sowoht im reduzierten als auch im oxidierten Zustand eine hohe Lichtsta- 

50 bilitat und kdnnen daruberhinaus hinsichtlich der '^Iigenschaften wie Loslichkeit, Lage der Absorptionsmaxima von 
oxidierter und reduzierter Form, Redoxpotential u . vv. durch gezielte Einfuhrung von Substituenten, z.B. hydrophiler 
Reste, Elektronendonor- oder -akzeptorreste stark variiert werden. Dies ermdgltcht ein breites Anwendungsfeld, wie 
z.B. im Teststreifen oder Flussigtest. Daruberhinaus ist auch der Einsatz ats Mediatoren bei colorimetrischen und elek- 
trochemischen Anwendungen mdglich. 

55 Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somtt die Verwendung von Verbindungen der Strukturformeln I 

oder/und II oder Salzen davon als Nachweisreagenzien oder zur Herstellung von Nachweisreagenzien fur ein Verfah- 
ren zur Bestimmung eines Analyten; 
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worm und jeweils unabhangig voneinander Wasserstcff. Haloaene Oder oraan,sche Reste sind 

^ ^lAcc)^, CH{Acc) Oder N(Acc) Dedeutet und Acc eine elektronenziehence Gruooe ist 

^r) einen gegebenenfafis substituierten Phenylnng beaeutet. 

n eine ganze Zahf von 0 bis 4 ist und 

Ar eine Gruppe der Strukturformefn iila. IHb. !Va. iVb, Va. Vb, Via oaer vib bedeutet: 
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R", R^, R*^. R", R^ und R^ jeweiis unabhangig voneinander Wasserstoff. Halogen und organische Reste 
sind, 

Y und y jewetis unabhangig voneinander N Oder CR^ sind, wobei R^ Wasserstoff Halogen oder em 
organischer Rest ist. 
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2 NR, O Oder S ist, wobei R em orgamscher Rest Oder Wasserstotf tst, 

R' jeweiis unabhangig etn gegebenenfalls substituierter Alkyl- Oder Arylrest ist und 

m jeweils unabhangig 0 oder 1 ist. wobei, wenn m gletch 1 ist, in den Strukturformeln (Ilia). (IVa), (Va) und (Via) 

em an R' gebundener Stickstoff eine positive Ladung tragt und em entsprechendes Gegenion vorhanden ist, 
und in den Strukturformeln (lilb), (IVb), (Vb) und (VIb) p gleich 0 ist und wobei, wenn m gleich 0 ist, p gleich 
1 ist. 

Neben den Verbindungen der Strukturformeln 1 und II kdnnen auch Saize dieser Verbindungen, z B saure Additi- 
onssalze, verwendet werden. Beispiele fur geeignete Gegenionen fur solche Salze oder fur geladene Verbindungen mit 
0 emem oder mehreren Resten R' sind Halogenide. BF4 , PFg", 0104- oder organtsche Antonen wie Acetat. Vorzugsweise 
enthaiten geladene Verbindungen nur einen Rest R'. ^ 

In den Verbindungen der Strukturformeln 1 und II umfaBt vorzugsweise zumindest emer der Reste R^ und R- em 
aromatisches oder heteroaromatisches Ringsystem, das gegebenenfalls Substituenten wie etwa z.B. geradkettige, ver- 
zweigte, gesattigte oder ungesattigte Kohl enwasserstoff reste, die gegebenenfalls Heteroatome enthaiten kdnnen. z.B 
:5 Alkylreste wie etwa C.-C4-Alkyl- oder Haloalkylreste, Hydroxyaikylreste wie etwa CrC4-Hydroxyalkylre'-:te, Halogen- 
atome z.B. F, CI, Br, I oder/und hydrophiie Gruppen - wie im folgenden definiert - tragen kann. Mehrere Substituenten 
an aromatischen Ringen kdnnen auch miteinander. z.B. .ber Alkylenbrucken, verbruckt sein R^ und R^ kdnnen auch 
mitetnander verbruckt sein. Besonders bevorzugt btiden R^ und R^ zusammen em aromatisches oder heteroaromati- 
sches Ringsystem, z.B. emen gegebenenfalls substituierten Benzolring. Weiterhin ist mdgiich, daB R' und R- zusam- 
20 men erne weitere Ph^-Ar-Gruppe bilden. 

Der Rest X in den Formein I und II ist vorzugsweise O. C(Acc)2, CH(Acc) Oder N(Acc), Acc 1st em etektronenzie- 
hender Substituent, d.h. em Substituent mtt einem positiven Hammett-Sigmawert (vgl. z.B, Steric Effects in Organic 
Chemistry, John Wiley and Sons, Inc. 1956. pp. 570-574 und Progress m Physical Organic Chemistry, Vol 2. Intersci- 
ence Publishers, 1964. pp. 333-339). Spezifische Beispiele fur solche Substituenten sind Cyano, Carboxy. Nitro, Halo- 
25 gen, Trihalogenmethyl, Carbonyl, Carbamoyl, Sulfonyl, Sulfamoyl. Estergruppen etc. Bevorzugt smd Cyano, Nitro und 
Estergruppen, insbesondere Cyano und Nitro. 

Ph bedeutet einen gegebenenfalls substituierten Phenylring, wobei die Substituenten beispielsweise Halogen. 
Alkyi oder/und Hydroxyalkyi (siehe oben) sein konnen. Vorzugsweise 1st n eine ganze Zahl von 0 bis 1 . Wenn n gleich 
0 1st. hat eine Verbindung der Strukturformel I vorzugsweise em Grundgerust. wie es in den Verbindungen 1 und 2 in 
30 Figur 1 dargestellt ist. Die Verbindung 1 kann dabei als Naphthochinonderivat aufgefaBt werden, bei dem zwei Stick- 
stoffatome als Substituenten an Positionen 5 und 6 des Ringsystems lokalisiert smd. Varianten dieser Strukturen stel- 
len die Verbindungen 3 und 4 in Figur 1 dar. Port befinden sich die Stickstoffatome an den Positionen 5 und 8 
(Verbindung 3) bzw. 6 und 7 (Verbindung 4) des Naphthochinonringsystems. 

Eine phenyloge Variante der Verbindung l(n = 1 ) ist Verbindung 5 m Figur 1 . Ein Grundgerust fur eine Verbindung 
35 der allgemeinen Strukturformel I! ist die in Figur 1 dargestellte Verbindung 6. 

Die Verbindungen 7 und 8 in Figur 1 sind einfach bzw. zweifach alkylierte Varianten von Verbindung 1. Der Rest R' 
ist etn gegebenenfalls substituiertes Alkyl, vorzugsweise em C1-C4- und besonders bevorzugt ein CrC2-A!kylrest oder 
ein gegebenenfalls substituierter Arylrest vorzugsweise ein Phenylrest. 

Die Gruppen der Strukturformeln Itia und Itib, IVa und IVb, Va und Vb, Via und Vtb stellen jeweiis die oxidierte bzw. 
4c reduzierte Variante einer Verbindung dar. In diesen Gruppen umfaBt zumindest einer der Reste R"^, R'^ und - sofern vor- 
handen - R^', R'^', R^ und R^' em aromatisches oder heteroaromatisches Ringsystem, das gegebenenfalls - entspre- 
chend R ' und R^ - substituiert sein kann. In den Gruppen der Strukturformeln lila. lllb, IVa, IVb, Via und Vlb kdnnen R^ 
und R^ miteinander verbruckt sein. Vorzugsweise biiden sie zusammen em Ringsystem, das zumindest teiiweise erne 
aromatische oder heteroaromatische Struktur aufweist. Ebenfalls ist bevorzugt, wenn einer oder mehrere der Reste. 
45 z.B. R^ und R'^, einzein ein aromatisches und insbesondere ein heteroaromatisches Ringsystem, z.B. emen Pyridinring 
enthaiten. ^ 
In den Gruppen der Strukturformeln Va und Vb kdnnen(a) R^ und R"* oder/und R^ und R oder (b) R und R 
oder/und R"^' und R^' jeweiis miteinander verbruckt sein. Vorzugsweise biiden sie ein Ringsystem, das zumindest teii- 
weise eine aromatische oder heteroaromatische Struktur aufweist. Besonders bevorzugt biiden die Reste jeweiis 
50 zusammen ein gegebenenfalls substituiertes Naphthalin- oder Anthrachinonringsystem. Andererseits kdnnen auch 
einer oder mehrere der Reste einzein ein aromatisches oder heteroaromatisches Ringsystem enthaiten. 

Ein groBer Vorteii der erfindungsgemaBen Verbindungen ist. daB durch eine fast beliebige Substituentenvanation 
die Eigenschaften einzelner Verbindungen, z.B. die spektrometrischen Eigenschaften wie Lage der Absorptionsma- 
xima. die elektrochemischen Eigenschaften oder die Ldslichkeitseigenschaften. stark variiert werden kdnnen. Bevor- 
55 zugt enthaiten die Verbindungen zur Erhdhung der Wasserldslichkeit eme oder mehrere hydrophiie Gruppen, z.B. 
Ladungstrager, die vorzugsweise ausgewahlt sind aus (a) Carbonsaure-, Sulfonsaure- und Phosphonsauregruppen 
sowiedavon abgeleiteten Salzen, z.B. Ammonium- oder Aikalimetallsalzen, (b) SchwefelsSuremonoester-. Phosphor- 
sauremonoester- und Phosphorsaurediestergruppen sowiedavon abgeleiteten Salzen, (c) und primaren, sekundaren 
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oae^ tertiaren '^mmg^ucDen sowie quaterraren ^mrT^cni^mgruDDen. nscesonaere :e^!:aren Arr-ingr-ccen l^pg auaier- 
naren AmmcniurrgrupDen AndererseiTs konren die nyaroDhtien Grucpen auch nicnTicmscne Gruppen sein wie etwa 
^d; PoiyhyaroxygruDcen, z B die Reste ernes aiehrwer:'gen Aikonois. eines i^ehrz/ertigen Amncaikonois z B ^ns 
Oder eires Mono- Cligo- Oder Polysacchands -jnd le) C:-C. Polyaikyienoxy- ooer d-C-.--oiyaikytentn,ogruDpen 
Besonaers Devorzugt sind Suifonsaure- und Amngrupoen. Weiierhin konnen aie hydroph:len Giuppen auch eine ^cm- 
Dination von zwei oder onenr der Gruppen (a) - (e) enthaiten 

Weiterhin ist es moglich, die Verbinaungen der Strukturfcrmei (1) oaer/und (II) m Forr-^ von Metailkorroiexen einzu- 
setzen Beispieie ^ur geeignete Metaile sind Ubergangsmetalle Oder Seitenerametalle 

Die Herstellung der eriindungsgemaBen Verbindungen kann nacn an sich bekannten Methoden erfoigen So kon- 
nen suifonierte Dehydroindanthrone durch Sulfonierung von Indanthrenen und anschiieilenae Oxidation erhalten wer- 
den. Dte Kondensation von Ortho-Chtnonen mit Ortho-Diaminoaryiveroindungen zu Phenazinen ist erne gangige 
Reaktion (vgl. G.A.Swan m The Chemistry of Heterocyclic Compounds: Phenazines, HRSG A Weissberger Intersci- 
ence Publisher Inc., New vork 1975), Die Herstellung von Verbindungen, worm Ar eine Gruppe der Strukturformei (Va) 
Oder (Vb) bedeutet, durch eme Wittig- Reaktion ist beispiei^eise in emer Veroffentlichung von Nicolaides und Ltmas 
(J Chem.Res. (M) 1983. 658-663) beschneben. 

Die erfindungsgema3en Verbindungen weraen zur Hersteiiung von Nachweisreagenzien fur Verfahren zur aualita- 
tiven oder/und quantitativen Bestimmung eines Analyten etngesetzt. Diese Bestimmung kann m wa3ngen Flussigkei- 
ten, z B Proben von Korperfiussigkeiten wie etwa Elut, Serum. Plasma oder Urin, Abwasseroroben oder 
Leoensmitteln, durchgefuhrt werden. Das Verfahren kann sowohi als NaP.test z.B in emer Kuvette Oder ais Trockentest 
auf einem entsprechenden Reagenztrager durchgefuhrt werden 

Die Bestimmung der Analyten kann uber erne emzige ReaKtion oaer durch eine Sequenz von Reaktionen erfolgen 
Vorzugsweise umfa3t die Bestimmung des Analyten eme Redoxreaktion, wobei eine nachweisbare Anderung der 
Molekuleigenschaften der erfindungsgemaBen Nachweisreagenzien, z.B. eme Anderung der spektroskooischen 
Eigenschaften wie etwa Absorption oder Fluoreszenz. oder eme Anderung der elektrocnemischen Eigenschaften 
erfolgt. 

Besonders bevorzugt erfolgt eme Bestimmung der Anderung von Absorptionseigenschaften, die durch spektrosko- 
pische Nachweisverfahren in IR-, UV- und msbesondere im sichtbaren Bereich erfolgen kann. Uberraschenderweise 
wurde festgestellt, da3 durch Emfuhrung von hydrophilen Gruppen wie etwa Sutfonsauregruppen die reduzierte Form 
der erfindungsgemaBen Verbindungen ihr Absorptionsmaximum im langwelligen Bereich von etwa 600 bis 800 nm 
haben, so da3 bei der Bestimmung von Analyten in Serum keine Storungen durch Serumbestandteile auftreten Dies 
gilt msbesondere fur Gruppen der Strukturformei (III), wobei R^ und R*^ zusammen em Naphthalmnngsystem bilden 
und die hydrophilen Gruppen, z.B. Sulfonsauregruppen, an em C-Atom gebunden smd, das direkt einem Pyrazin-Stick- 
stoff benachbart ist. 

Neben spektrometnschen Eigenschaften konnen auch elektrochemische Eigenschaften der Nachweisreagenzien 
bestimmt werden, z.B. Anderungen im Redoxpotential oder im StromfluB. Beispiele fur geeignete elektrochemische 
Nachweisverfahren smd die Cyclovoltammetrie und die Amperometrie 

Die Analyten, deren Bestimmung durch die erfindungsgemafBen Nachweisreagenzien erfolgt konnen beispieis- 
weise Zellen, z.B. Baktenen, Hefen. Pilze. Pflanzenzellen oder Tierzellen wie etwa Leukozylen sem. wobei msbeson- 
dere reduzierende oder oxidierende Aktivitaten dieser Zellen nachgewiesen werden konnen. Wetterhin konnen 
Enzyme, z.B. Oxidoreduktasen wie etwa Oxidasen, z.B. Peroxidase, oder Dehydrogenasen, z.B Giucoseoxidase Lac- 
tat-Dehydrogenase, oder Hydrolasen. z.B. Lipase. Galactosidase, alkalische Phosphatase etc , biologische oder che- 
mische Substanzen. welche mit den Nachweisreagenzien eme Redoxreaktion emgehen konnen, z.B Ascorbmsaure 
Cystem, Glutation. Thioredoxin etc., metabolisierbare Substanzen, z.B Glucose, Milchsaure, Triglyceride Cholestenn 
etc., immunologisch reaktive Substanzen. z.B. Antigene, Haptene und Antikbrper, und Nukleinsauren oder Nuklemsau- 
redenvate wie peptidische Nukleinsauren als Analyten nachgewiesen werden. 

Demzufolge konnen die erfindungsgemaBen Verbindungen in zahireichen Anwendungsgebieten als Nachweisrea- 
genzien eingesetzt werden, z B in Flussig- oder Trockentests fur die klinische Diagnostik. Weiterhin konnen sie m der 
Histologie zum Nachweis und zur Lokalisierung reduzierender oder oxtdierender Enzyme, in der Zelibiologie fur Zell- 
proliferations- und Cytotoxizit^tstests, ferner fur Keimfahigkeitsprufungen von Saatgut, zur Vitalfarbung, zum histoche- 
mischen und cytochemischen Nachweis von Dehydrogenasen in Gewebe, z,B. m Normal- Oder Tumorgewebe und als 
Nachweismitte! m der Dunnschichtchromatographie, z.B. zum Nachweis von Corticosteroiden ven^erxJet werden. 

Die Verbindungen der allgememen Strukturformein I und II konnen als direkte Nachweisreagenzien eingesetzt wer- 
den, d.h. die Bestimmung des Analyten erfolgt direkt uber eme nachweisbare Anderung der Molekuleigenschaften der 
Verbindungen. Andererseits konnen die Verbindungen auch als Mediatoren w.rken und gekoppelt mit einem weiteren 
Nachweissystem eingesetzt werden, d.h die Bestimmung des Anaiyten erfolgt nicht direkt uber die Anderung der Mole- 
kuleigenschaften der Verbmdungen. sondern uber em weiteres Nachweissystem, z.B em elektrochemisches Nach- 
weissystem (vgl z.B. EP-A-0 441 222) oder weitere chem.sche Verbindungen, z B Tetrazoliumverbindungen 

In emer bevorzugten Ausfuhrungsform der voriiegenden Erfindung werden die Verbindungen gemaB den Struktur- 
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formein ! und 11 zum Nachweis einer Oxidoreduktase-Aktivitat verwendet, wobei der zu bestimmende Analyt einerseits 
die Oxidoreduktase selbst oder andererseits ein Oxidoreduktase-Substrat sein kann. Der Nachweis erfoigt vorzugs- 
weise in Gegenwart eines Oxidoreduktase-Cosubstrats, insbesondere des Systems NAD(P)^ Oder NAD(P)H/H'", oder 
aber auch anderer Cosubstrate wie etwa Flavinen oder PQQ 

Die Bestimmung der Oxidoreduktase-Aktivitat kann in Gegenwart von Mediatoren erfolgen, welche die Obertra- 
gung von Eiektronen vom Enzym-Cosubstrat auf die oxidierte Verbindung bzw. die umgekehrte Reaktion, d h. die Uber- 
tragung von Eiektronen von der reduzierten Verbindung auf das Enzym-Cosubstrat katalysieren, Beispiele geeigneter 
Mediatoren fur NAD(P)-abhangige Dehydrogenasen sind das Enzym Diaphorase oder N-Methylphenaztniummethosul- 
fat. Es ist jedoch auch eine direkte Ubertragung von Eiektronen von einem Enzym-Cosubstrat auf die oxidierte Verbin- 
dung bzw. die direkte Ubertragung von Eiektronen von der reduzierten Verbindung auf ein Enzym-Cosubstrat mbglich. 

Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung von Verbindungen der 
Strukturformein I oder/und II zum Nachweis einer Dye(Farbstoff)-Oxidoreduktase-Aktivitat, z.B. etner Glucose-Dye- 
Ox ido red uktase-Aktivitat. Hierbei kann die Ubertragung von Eiektronen direkt von emem Enzymsubstrat auf die oxi- 
dierte Verbindung erfolgen. Vorzugsweise wird jedoch ein Coenzym Mediator, z.B. PQQ, verwendet. Zur Bestimmung 
anderer Analyten kann der Nachweis einer oxidierenden Aktivitat auch unter Venwendung der reduzierten Form der 
erfindungsgemaBen Verbindung erfolgen. 

Noch etne weitere bevorzugte Ausfuhrungsform der Erfindung ist die Verwendung von Verbindungen der Struktur- 
formein ! oder/und II zum Nachweis einer Hydrolase-Aktivitat, wobei die Hydrolase oder auch ein Hydrolase-Substrat 
der 2u bestimmende Analyt sein kann. Vorzugsweise erfoigt ein solcher Nachweis uber em oxidatives Kupptungssy- 
stem. z.B. uber eine [5-Galactosidasekupplung, wobei die Hydrolyse durch Spaltung eines Hydrolase-Substrats eine 
oxidierbare Verbindung bildet. bei deren Oxidation die erfindungsgemaBe oxidierte Verbindung reduziert wird. 

AuBerdem betrifft die vorhegende Erfindung ein Verfahren zur Bestimmung eines Analyten in einer Probe, welches 
dadurch gekennzeichnet ist. daB man die Probe mit einem Reagenz in Kontakt bringt. welches mindestens eine Ver- 
bindung der Strukturformein 1 oder/und II enthalt, und die Bestimmung des Analyten uber eine Anderung von nachweis- 
baren Eigenschaften des Reagenz durchfuhrt. Ein erfindungsgemaBes Reagenz zur Bestimmung eines Analyten 
enthalt mindestens eine Verbindung der Strukturformein 1 oder/und 11 und kann als Bestandteil eines Reagenzienkits 
vorliegen, der zusatzHche weitere Testkomponenten, z.B. f\/lediatoren, Begleitsubstanzen wie Puffer, Salze. Detergen- 
zien und gegebenenfalls weitere Hilfsreagenzien in Form von einem Reagenz oder von mehreren separaten Teilrea- 
genzien enthalt. Die Begleitsubstanzen kbnnen gegebenenfalls so ausgewahit werden, daB sie eine Modifizierung der 
Molekuleigenschaften, wie etwa der spektralen Charakteristika, der erfindungsgemaBen Verbindungen ermbglichen, 
z.B. durch pH-Anderung oder/und durch Zusatz von Detergenzien. 

Das erfindungsgemaBe Reagenz kann ein Reagenz fur einen Flussigtest sein, das z.B. in Form einer Lbsung oder 
Suspension in einer waBrigen oder nicht waBrigen Flussigkeit oder als Pulver oder Lyophilisat vorliegt. Andererseits 
kann das Reagenz auch als Trockentest-Reagenz z.B. in einem saugfahtgen oder quellbaren Trager aufgezogen oder 
eingebaut in eine lichtempfindliche Filmschicht vohtegen. Ein Flussigtest- Reagenz enthalt vorzugsweise samtliche fur 
das erfindungsgemaBe Verfahren benbtigten Komponenten. Als Lbsungs- oder Suspendiermittel kommen bevorzugt 
Wasser. aber auch Mischungen mit wasserlbsiichen organischen Lbsungsmitteln, wie etwa Alkoholen, Aceton oder 
Dimethylformamid in Frage. Aus Haitbarkeitsgrunden kann es vorteiihaft sein, die fur den Test benbtigten Komponenten 
auf zwei oder mehrere Teilreagenzien zu verteilen. die erst bei der eigentlichen Analyse vermischt werden. 

Das erfindungsgemaBe Reagenz kann auch in Form eines Teststreifens vorliegen. Seiche Teststreifen sind in ver- 
schiedenen Ausfuhrungsformen bekannt, vgl. z.B. DE-A-32 47 608, EP-A-0 262 445 oder EP-A-0 256 806. In einem 
Teststreifen tiegen die zur Durchfuhrung des Bestimmungsverfahrens benbtigten Komponenten des Reagenz auf 
festen Tragerschichten vor. Als Tragerschichten kommen insbesondere saugfahige oder/und quellbare Materialien in 
Frage, die von der zu untersuchenden Probeflussigkeit benetzt werden. Beispiele sind Gelatine, Cellulose, organische 
Polymere und Copolymere oder Kunstfaservliese. in oder auf diesen Tragermaterialien iiegen die Komponenten des 
Reagenz in fester Form vor. Bet Aufgabe der Probe auf den Teststreifen oder Eintauchen des Teststreifens m die Probe 
bildet sich in den Streifen ein f luBiges Milieu aus, innerhalb dem die Nachweisreaktion ablauft. Eine durch die Reaktion 
verursachte Farbanderung kann visuell oder photometrisch, z.B. reflektometrisch oder auch elektrochemisch ausge- 
wertet werden. 

Weiterhin kbnnen die erfindungsgemaBen Verbindungen auch in lichtempfindliche Film- bzw. Photoschichten ein- 
gebaut werden. In diesem Fall ist die TrSgerschicht ein zumindest im wesentlichen transparentes Filmmaterial, das vor- 
zugsweise fur elektromagnetische Strahlung der Wellenlangen von 200 - 900 nm durchlassig ist. Geeignete 
Tragermaterialien sind organische Polymere und Copolymere, z.B. Polystyrole, Polyester. Polycarbonate, Cellulose- 
ester etc.. bzw. Copolymere davon (vgl. z.B. WO86/04681. Beispiele 11-13). 

Die Konzentration der eingesetzten Verbindungen richtet sich nach der Konzentration des zu messenden Analyten. 
Typische Konzentrationen fur die im erfindungsgemaBen Verfahren zu messenden Analyten sind 10'^ bis 10'^ mol/l im 
Fall von Substraten oder bis zu 10*^^ mol/l beim Nachweis von Enzymaktivitaten. Entsprechend sind typische Konzen- 
trationen der eingesetzten Verbindungen 10'^ bis 1 moi/1- Sofern weitere nachweisbare Verbindungen, z.B. Tetrazolium- 
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.e^Diodj-gen oae^ Destimmie oxidative Kjopiungsreagenzien - ^crr,Dinat:on aen e^inaungsge-aB^- 

.ercincungen e.ngesetzt we^aen, sma s,e vcrz.gs//eise rTiincesiens stocn ca^ernscnen ve^naltms zu aen eingesetz- 
ten erfincungsgema^en Vercindungen vornanaen Desoncers bevorzugt m einem ^ 5 bis 2-^acnen Uberschu3 

E:n weiierer Gegenstana aer vcritegenden ^nmoung sina neue Veromaungen der ailgememen StrukturfcrrT^eln i 
ooer II, insbesonaere solcne verbmdungen aie ^indesters erne nydropmie Gruppe w,e vcrstenend cefimert enthaiten 
ausg^enonn^en Inaanthrenn^cncsuifonsaure. ^naantnrenoisulfonssure scwie oeren Natnurr- und K.aiiurnsalze 

Bescnders bevorzugt sind neue Verbmaungen n^ii cen ailgen^einen StruKTur^ormein Vila. Vlib VMIa oaeir v M!b 





I 



Yl[( a 





worm R\ r2 X. R', m. p, r3. R^ r5. r3 r4 r5 y y. ^„ Vertmdungen (I) definiert s,nd Besonders 
bevorzugt bedeutet X gleich O Weiterhin ,st bevorzugt. da(3 mindestens emer der Reste R' und R^ oder/und 
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R"^, R^', R'^ . R^ em aromatisches Oder heteroaromatisches Ringssystem umfaBt. R^ und R^ konnen beispiels- 
weise einen gegebenenfalts substituierten Benzoinng biiden und in den Verbindungen (Vila) und (Vllb) konnen R" 
und R'^ miteinander verbruckt sein und beispielsweise em gegebenenfalis substituiertes Naphthalin- oder Anthra^- 
chmonringsystem bilden. Entsprechend konnen in den Verbindungen (Villa) und (Vlllb) (a) R^ und R^ oder/und R"" 
und R'^ Oder (b) R^ und R- oder/und R*^ und R^ mitemander verbruckt sem und beispielsweise em Ringsystem bil- 
den. das eine aromatische oder heteroaromatische Struktur enthalt- 

Y und Y' bedeuten vorzugsweise jeweils CR^, wobei R^ die fur die Verbindung (I) angegebene Bedeutung besitzt. 

Die Erfindung soil durch die nachfolgenden Abbiidungen und Beispiele naher erlautert werden. 
Es zeigen: 

Fig. 1 allgememe Strukturformein fur bevorzugte erfindungsgemaBe Indikatorsubstanzen, 

Ftg. 2 Strukturlormein der in den Beispielen 1-4 hergestellten Benzonaphthophenazin-8. 13-dione, 

Fig. 3 Strukturformein weiterer erfindungsgema3er Benzonaphthophenazin-8,1 3-dione, 

Fig. 4 Strukturformein der m den Beispielen 5 und 6 hergestellten Dehydroindanthrensulfonsauren und des in Bei- 
spiel 7 hergestellten Pyridylnaphtho-chinoxaiin-7, l2-dionmethylsulfats, 

Fig. 5 UV/Vis-Spektren ernes erfindungsgemafBen Indikators beim Nachweis von Glucose, 

Fig. 6 UV/Vis-Spektren eines erfindungsgemaBen Indikators beim Nachwets von NADH in Gegenwart des Media- 
tors Diaphorase, 

Fig. 7 em UV/Vis-Spektrum der Bestimmung von NADH mit einem erfindungsgemaBen Indikator in Gegenwart 
des Mediators Diaphorase, 

Fig. 8 em UVA/is-Spektrum der Kinetik der Reaktion eines erfindungsgemaBen Indikators mit NADH in Gegen- 
wart des Mediators Phenazinmethosulfat, 

Fig, 9 ein UVA/is-Spektrum ernes erfindungsgemaBen Indikators bei einer Bestimmung der p-Galactosidase-Akti- 
vitat und 

Fig. 10 einen Vergteich der Lichtstabilitat zwischen einem Tetrazoliumsalz und emem enifidungsgemaBen Indika- 
tor. 

BEISPIELE 
Beispieie 1 - 4: 

Hersteliung von Benzonaphthophenazin-8,1 3-dionen 

Die Hersteliung der Verbindungen gemaB den Beispielen 1 -4 erfolgt durch Kondensation von Diaminoanthrachino- 
nen mit Ortho-Dicarbonylverbindungen. 

Beispiel 1: 8,1 3-Dihydro-benzo[a]naphtho[2,3-h]phenazin-8,13-dion-3,6-disulfonsaure-Dinatriumsalz und 
1 0,1 5-Dihydro-benzo[a]naphtho[2,3-j]phenazin-1 0,1 5-dion-3,6-disulfonsaure-Dinatriumsalz 

Eine Suspension von 4.8 g (0.02 mot) 1 ,2-Diammoanthrachinon und 7.2 g (0.02 mol) 1 ,2-Naphthochinon-3.6-disul- 
fonsaure<linatriumsalz (hergestellt nach W. Langenbeck, H. Le Blanc. B. Lukowcyk. Chem. Ber. 1954, 87. 496; C. 
Grundmann in Methoden der Organischen Chemie (Houben Weyl) Hrsg. C. Grundmann Georg Thieme Verlag Stuttgart 
1979, Band VII 3b (Chinone II) S. 64 - 75) in 100 ml Essigsaure wird 2 h unter Ruhren unter RuckfluB zum Sieden 
erhitzt. Nach dem Abkuhten auf Raumtemperatur wird mit 1000 ml Wasser versetzt. Die Mischung wird filtriert und 
anschtieBend das Filtrat dreimai mit Essigester ausgeschuttelt. Die abgetrennte waBrige Phase wird auf 50 ml emge- 
engt. Nach Saulenchromatographie an LH 20 mit Wasser als Eluenten erhalt man je 1 g der beiden Isomeren. 
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scn^e^es) 



neg ^SiMS : Wasser Giy- rr^-iNEA^ -^.z 542 [m-Na+H] 5 1 9 [ rT-2Na+r-!] 520 [r'-2Na^2'-; 

UV. ViSvAbsorotion iQ 1 M Phosonaipuffer oh = ^ o) 420 nm. nach Pedukticn mit AscorDinsaure: ^SO . 703, 5^0 
nm 

^H-NMR fd6-DMSCi pom 7 92 :t. ;^ H]). 7 99 ( t ; : H]). S.'S (d. h]). S.20 'd H]}, 8 32 :d, [1 H]), 3 35 (s. [1 H]). 
3 58 (d [1 H]) 3 76 ;s. [1 H]), 3 73 (d. ^ H), 9 35 (d,[lH]), 13C-\MR (a6-0MSO)'ppm 125^.53. 125 75. 126 06 
126 55. 126 69. 12s 54 130 98 i3l 3i 131 58 133 65 133 75 134 -^5 135 5 1 136 08. 137 98. ^40 68, 141 55 
143.1 1, 143 44. 150 63, 182.35 183.02 

(Daten fur anderes Isomeres) 

neg, LSIMS { Wasser.'Giy/m-NBA) : 520. [m-2Na+2H], 

1H-NMR (d6-DMSO) ppm: 7.95 (t, [1 H]). 7.08 (t, [1 H]), 8 17 (d, [1H]), S.i9 (d, [1 H]), S 32 (s, [1 H]1, 3.36 ^d [1 HI), 
8 68 (d [1 H]). 8,73 (S, [1 H]), 8 73 (a, [1 H]). 9 40 (d.[1H]) 

UV/Vis-Absorption (0 1 M Phosphatpuffer pH =: 7 0) 414 nm. nach ReduKtion mit Ascorbmsaure; 805, 660. 555 nm 

Die Strukturformein der betden Isomere smd m Fig 2a und 2b dargesteiit. 

Beispie! 2: 1 5-Brom-8,1 3-dihydro-ben2o[a]naphtho[2.3-h]phenazin-8,1 3-dion-3,6.1 1 -trisulfonsaure-trinatrium- 
salz und 8-Brom-10J5-dihydro-benzo[a]naphtho[2.3-j]phena2inM0J5-dion-3.6J2-trisulfonsaure-trinatrium- 
salz 

2u einer Ldsung von 1 g (3 mmol) 2-Amino-anthrachinon-6-sulfonsaure (O, Bayer m Methoden der Organischen 
Chemie (Houben Weyl) Hrsg, O, Bayer Georg Thieme Verlag Stuttgart 1979, Band Vii 3c (Chinone ill) S. 182) in 5 ml 
75% Schwefelsaure werden 0,6 ml (15 mmol) Brom gegeben, Es wird 3 h auf 105 erwarmt und nach Abkuhlen auf 
Raumtemperatur mit 50 ml Wasser versetzt. 1 .5 g des Rohprodukts ( 1 ,3-Dibrom-2-amino-anthrachinon-6-sulfonsaure) 
werden ohne Aufremigung mit 15 ml einer 25 % Ammoniaklbsung im Autoklaven bei 100 "'C umgesetzt. Das Produkt 
(1 ,2-Diamino-3-brom-anthrachinon-6-suifonsaure) wird durch Zugabe gesattigter Natriumchloridldsung gefailt und 
durch Saulenchromatographie an LH 20 mit Methanol/Wasser 1 : 1 als Eluenten geremigt (violette "Bande ' wird gesam- 
melt). 

Eine Suspension von 400 mg (1 mmol) 1 ,2-Diamino-3-brom-anthrachinon-6-sulfonsaure und 550 mg(l mmol) 1,2- 
Naphthochinon-3,6-disulfonsaure-dinatriumsal2 (siehe oben) in 6 ml Essigsaure wird 2 h unter Ruhren unter RuckfluB 
2um Sieden erhitzt. Die Aufarbeitung des Reaktionsgemisches erfolgt analog Bsp. 1 . Es werden je 100 mg der beiden 
Isomeren erhalten. 

Daten fur em Isomeres; 

neg, LSIMS (Wasser/Gly/m-NBA): rrvz 677 [m-3Na+H], 678 [m-3Na+2H] 

UV/Vis-Absorption (0 1 M Phosphatpuffer pH = 7.0): 422 nm; nach Reduktion mit Ascorbmsaure; 802 , 716, 660 
nm 

Daten fur anderes Isomeres; 

UV/Vis-Absorption (0 1 M Phosphatpuffer pH = 7,0); 416 nm nach Reduktion mtt Ascorbmsaure; 810 (schwach). 
715 (schwach), 545 nm 

Dte Strukturformein der beiden Isomere smd m Fig, 2c und d dargesteiit. 

Beispiel 3: 8,13-Dihydro-3-nitro-benzo[a]naphtho[2.3-h]phenazin-8,l 3-dion-6-sulfonsaure Oder 10.1 5-Dihydro- 
3-nitro-benzo[a]naphtho[2.3-j]phenazin-10.15-dion-3,6-sulfonsaure 

6 mmol 5-Amino-6-hydroxy-naphthaiin-2 sulfons^ure (H. E. Fierz-David, L. Blangey H Kaul. Helv. Chim. Acta 
1946. 29. 1765) werden in 10 ml 68 % Salpetersaure 30 mm auf 80 enwarmt, Nach schneliem Abkuhlen auf 0 
werden 50 ml gesattigte Natnumchlondtbsung zugegeben Der braungrune Niederschlag wtrd abgesaugt und an der 
Luft getrocknet. Die rohe 3-Nttronaphtho-i ,2-chmon-6 sulfonsaure wird mit 3 mmol Diammoanthrachmon m 20 mi Eis- 
essig 2 h unter Ruckfluf3 zum Sieden erhitzt. Die Aufarbeitung erfolgt wie unter Beispiel 1 beschneben Ausbeute, 40 
mg (nur em Isomeres isoliert). 
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neg. LSIMS { Wasser/Giy/m-NBA): m/z 484 [m-Na], 

UV/Vis-Absorptton (0.1 M Phosphatpuffer pH = 7 0); 410 nm. nach Reduktton mit Ascorbinsaure: 800 (schwach) 
638 nm 

Die StruKturtoimei der Verbindungen ist in Fig. 2e dargestellt. 

Beispiel 4: 8J3-Dihydro-4-bis(2-hydroxyethyl)amino-benzo[a]naphtho[2,3-h]phenazin-8,13-dion und 10,15- 
Dihydro-4-bis(2-hydroxyethy0amino-ben2O[a]naphtho[2,3-j]phenazin-l0,15-dion 

238 mg (1 mol) Diaminoanthrachinon und 261 mg (1 mol) 4-Bis(2-hydroxyethyl)amino-1 ,2-naphthochinon (herge- 
steMt aus 1 ,2-Naphthochinon-4-suifonsaure-Natrium-salz und Diethanolamin nach der Vorschnft in: C, Grundmann in 
Methoden der Organischen Chemie (Houben Weyl) Hrsg. C. Grundmann Georg Thieme Verlag Stuttgart 1979, Band 
VII 3b (Chinone 1!) S. 64 - 75) werden in 20 ml Eisessig 2 h unter Ruhren unter RuckfluB zum Sieden erhitzt. Nach 
Abkuhlen auf Raumtemperatur wird die Essigsaure im Vakuum abdestiiiiert, Der Ruckstand wird mit Essigester/Metha- 
15 nol/Eisessigmischung (2 : 2 : 1) als Eluent an Kieselgel getrennt. Die zitronengelbe Bande wird gesammett. Ausbeute: 
20 mg (Isomerengemisch) UV/Vis-Absorption (HjO): 445 nm; nach Reduktion: 548 nm 

Die Strukturformein der beiden Isomere sind in Fig. 2f und 2g dargesteilt. 

Weitere Verbindungen, die nach den oben beschriebenen Verfahren durch Kondensation von literaturbekannten 
Oder unter Bsp, 1- 4 beschriebenen Diaminoanthrachinonen mit literaturbekannten bzw. kommerziell erhaltlichen 1 ,2- 
2G Dicarbonylverbindungen bzw deren Hydraten erhaften wurden, sind In Fig. 3 zusammengefaf3t. 

Beispiele 5-6: 

Herstellung von Dehydroindanthrensulfonsauren 

25 

Dehydroindanthronsuifonsauren erhait man durch Sulfonierung von Indanthrenen und anschiiefBende Oxidation. 
Die Verfahren zur Herstellung sind im Lehrbuch Friedlander beschrieben. 

Beispiel 5: Dehydroindanthronmonosulfonsaure (nach Lit: Fr. IX, 783) 

30 

Es werden 0.5 g (8 mmol) Borsaure in 10 ml konz. Schwefelsaure heifB geldst. Zu der heiBen Ldsung werden 0.3 
g (0.7 mmol) Indanthron zugegeben und die Mischung vier Stunden unter RuckfluB gekocht. Der Ansatz wird abgekuhit 
und mit 50 ml dest. Eiswasser verdunnt. AnschlieBend wird filtriert, dabei wird der groBte Teii der Schwefelsaure ent- 
fernt. Der Ruckstand wird in wenig dest. Wasser aufgekocht, het3 filtriert, ausgewaschen und getrocknet. (Ausbeute: 
35 0.25 g Indanthron-Monosulfonsaure) Er wird dann mit einer Mischung aus 10 ml konz. Schwefelsaure und 10 ml rau- 
chender Satpetersaure eine Viertelstunde unter Eiskuhlung geruhrt. AnschtieBend wird unter Eiskuhlung mit Wasser 
auf 50 ml verdunnt und abgesaugt. Der braune Feststoff wird an Sephadex LH-20 mit Methanol als Eluent gereinigt. 
Die Fraktionen, die sich bei Zugabe von Ascorbinsaure blau farben, werden vereinigt. Das Losungsmittel wird abdestii- 
iiert und der Ruckstand in Wasser aufgenommen. Die Ldsung wird lyophifisiert. Ausbeute: 90 mg 

4C 

UV/Vis-Absorption: (0.1 M Phosphatpuffer pH = 7,0): 392 nm; nach Reduktion 717, 667 nm. 

Die Strukturformel der Verbindung ist in Fig. 4 oben (n=1 ) dargestellt. 

45 Beispiel 6: Darstellung von Dehydroindanthrondisulfonsaure-Dinatriumsalz ( nach Lit.: Fr. VI, 413) 

2 g Indanthron werden mit 1 g Borsaure und 60 ml rauchender Schwefelsaure (Oleum, 30 % SO3) so lange zum 
Sieden erhitzt. bis eine Probe der Reakttonsldsung mit viel Wasser verdunnt eine klare blaue Ldsung ergibt. Anschiie- 
Bend wird die dlige Ldsung vorsichtig in 200 ml Eiswasser eingetropft. Die Mischung wird uber eine D 4-Glasfritte abge- 
50 saugt Man erhait einen Fiiterkuchen, der noch Wasser und Schwefelsaure enthalt. Die noch feuchte 
indanthrondisulfonsaure aus obiger Reaktion wird mit 20 ml rauchender Salpetersaure eine Viertelstunde unter Eiskuh- 
lung geruhrt. AnschlieBend w ^ mit unter Kuhlung langsam mit 50 % Natronlauge neutralisiert. Die Ldsung wird uber 
Diaion mit Wasser als Eluent entsalzt. Das braune Etuat wird eingeengt und analog Beispiel 5 an Sephadex LH-20 
mit Wasser als Eluent getrennt. Ausbeute: 200 mg 

55 

UVA/is- Absorption: in 0.1 M Phosphatpuffer pH = 7.0): 394 nm; nach Reduktion 790, 714. 655 (sh). 

Die Strukturformel der Verbindungen ist in Fig. 4 oben (n=2) dargestellt. Die Substitutionspositionen der Sulfonsau- 
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rereste sina /g^^.lti:cp c\e ^zsiworer. ^ una '5 

Beispiel 7: 2-{Pyrid-2yt)-3-(1 -Methylpyrid-2-ylium)naphtho[2.3-a]chinoxalin-7J2-dionmethytsul^^ 

2 38 g (10 mmoi) ^ 2-Dian-inoanthracninon una 2.12 g (10 rnmol) Bipyndyl weraen m ^0 Eisessia 5 .^m unter 
Ruhren unter RuckIIuB zum S.eden emitzt Nacr dem Abkuhien auf RaumTemDeratur wird angesaug:. Der RucKsiana 
wird aus Eisessig uniKnstallisiert. fAusbeute 2,45 g. 2.3-iD!pyrid-2-y))-napnTho [2 3 alcriinoxatin-7 ^2-dione) Dieser 
RucKstana ;5.34 mmoi) w(ra zusammen mit 0 6 ml (6 42 mmci) DimethylSuifat :n 10 ml NitroDenzoi 30 min auf ^00 C 
erwarmt Nach Abkunlen auf Raumtemperatur wird aurch Zugabe von 50 ml Ether gefallt. Der RucKstano wire abge- 
saugt und viermal aus Acetomtni mit Ether umgefallt Er wird m 200 ml Siedendem isoprooanot aufgenommen und fil- 
tnert. Das Fiitrat wird mit Ether/Petrolether i 1 versetzt. Es fallen feme blaBorange Nadelchen aus Ausbeute 250 mg. 

Die StruKturforme! der Verbinaung ist m Figur 4 unten dargesteilt. 

LSIMS m/z 429 

UV {0.1 M Phosphatpuffer pH = 7 O); 380 nm nach Reduktion mit Ascoroinsaure 533 nm, 

1 H-NMR (CD3CN) ppm: 3,51 (s, [3H], 4,25 (s.[3H]). 7,46 (m, [1 H]). 7.90 (m[3 H]} S 15 (dd [2 H]\ 8 ^4 ,'d M H] 
8,29 (dd. [2 H]), 8,55 (dd.[2 H]). 8,74 (d. [1 H]), 3,83 (d. [1 H])^ 8,94 fd. 1 H) 

i3C-NMR (CD;CN) ppm: 47 46, 53 65, 124,97, 126.52, 127,27, 12762. 128,13. 128.65. ^28.96, 129.99. 132,38 
134,90, 135,84, 136,11. 138.42. 139.08. 140,70 143,39. 146.19 146, 6^, ■47 05, M9.S0 152 02 153 77 ^54 31 
157 83 183.45, 183.85. 

Beispiel 8: Reaktion eines Indikators mit Glucose GlucDOR 

In einer Kuvette werden gemischt: 

20 ill einer 5 mM Lbsung des Indikators (Dehydroindanthrondisulfonsaure-Dinatnumsalz) m dest Wasser 
1870 ul 0.1 M Phosphatpuffer pH = 7 
10 uM M Glucose-Lbsung 

Es werden 100 ul einer GlucDOR Lbsung ( m 0.05 M Hepes Puffer pH 7 0 mtt PQQ c = 0.016 mg/ml und Calcium- 
chlond c = 0.7 mol/l) mit der Konzentration 300 U/ml zugegeben, Aiie 60 sec. nach Zugabe wird em UV/Vis Spektrum 
aufgenommen (Fig. 5). Nach 8 mm ist keine Farbanderung mehr zu messen. 

Beispiel 9: Reaktion eines Indikators mit NADH Diaphorase 

In einer Kuvette werden gemischt: 

20 ul emer 5 mM Lbsung des 8, 1 3-Dihydro-ben2o[a]naphtho[2,3-h]phena2m-8. 1 3-dion-3,6-disulfonsaure-Dinatri- 

umsalzes Oder des [2,3-j]-lsomeren in dest. Wasser 

1 870 ul 0. 1 M Phosphatpuffer pH = 7 

10 ul einer 0.1 M NADH Lbsung in dest. Wasser 

Es werden 1 00 ul einer Dtaphorase-Lbsung gelbst in 0. 1 M Phosphatpuffer pH = 7 mit der Konz, 1 00 U/ml zugege- 
ben und nach 60 sec em UV/Vis Spektrum aufgenommen (Fig. 6). 

Beispiel 10: Bestimmung von NADH 

MeBansatz: (Endkonzentrationen) 

Phosphatpuffer pH = 7 100 mM 
Indikator: 0.5 mM 

(8,l3-D(hydro-benzo[a]naphtho[2.3-hlphenazin-8,13<Jion-3,6-disulfonsaure-Dinatr!umsal2) oder das [2,3-j]-!somere 
NADH: 50-lOOumol 

Mit einer Diaphorase Lbsung (100 U/ml, 0.1 M Phosphatpuffer pH = 7) wird eine Endkonzentration m der Kuvette 
von 5 U/ml etngesteiit und nach einer Minute die Extinktionsanderung bei 704 nm ermittett. Mit zunehmender NADH- 
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Kcnzentration wird eine zunehmende Menge eines bfaugrunen Farbstorfs gebildet (Fig 7) 
Beispiel 1 1 : Kinetik der Reaktion eines Indikators mit Phenazinmethosulfat/NADH 

5 In einer Kuvette werden nacheinander gemischt: 

20 ul einer 5 mM Ldsung des 8,13-Dihydro-benzo[a]naphtho[2.3-h]phena2in-8, l3-dion-3,6-disulfonsaure-Dinatri- 
umsalzes in dest. Wasser 
1870 0.1 M Phosphatpuffer pH = 7 
'0 10 )ul einer 0.1 M NADH Ldsung in dest. Wasser 

100 i^il etner Phenazinmethosulfat-Ldsung gelost in dest. Wasser mit der Konzentration 10 ug/ml. 

Die Extinktion bet 703 nm wird in Abhangigkeit von der Zeit gemessen (siehe Fig, 8). Nach Zugabe des Mediators 
wird der blaue Farbstotf gebiidet. 

15 

Beispiel 12: Kombination mit einem Hydrolasesubstrat 

In etner Kuvette werden vorgelegt: 

2C 20 ul einer 5 mM Ldsung von S-lndolyl-p-D-gaiactopyranosid 

1860 ul 0 1 M Phosphatpuffer pH = 7 

Es wird ein UV/Vis Spektrum aufgenommen. 
Dann werden 100 ii\ einer [5-Galactosidase Ldsung tn 0.1 M Phosphatpuffer pH=7 (384 U/ml) zugegeben. 150 sec. 
25 nach der Zugabe wird ein UVA/is Spektrum aufgenommen. Die Absorptionsbande des durch Luftsauerstoft gebiideten 
Indigos ist schwach zu sehen. 

Dann werden 20 ul einer 5 mM Ldsung des 8, 13-Dihydro-ben2o[a]naphtho[2.3-h]phenazin-8,1 3-dion-3,6-disuifon- 
saure-Dinatriumsalzes oder des [2,3-j]-lsomeren in dest. Wasser zugegeben. 

Nach 150 sec wird ein UV/Vis Spektrum aufgenommen. Es bildet sich eine tiefblaue Ldsung. Die Absorptionsbanden 
30 betder Farbstoffe sind zu erkennen (siehe Fig. 9). 

Beispiel 13: Lichtstabilitat von kommerziellem NBT (4-Nitro blue tetrazolium chloride Boehringer Mannheim 
GmbH 1 087 479 Ch 14528121) und des 8,1 3-Dihydro-benzo[a]naphtho[2,3-h]phenazin-8,1 3-dlon-3,6-disulfon- 
saure-Dinatriumsalz oder des [2,3-j]-lsomeren in Standardpuffer des Boehringer Mannheim Testkits (Best Nr. 
35 1101 668) zur Fructosaminbestimmung mit NBT ( J. D, Kruse-Jarres, J. Jarausch et al. Laboratoriumsmedizin 
1989, 13, 245) 

Jeweiis 0.5 mM Losungen von NBT bzw. des Benzonaphthophenazindions in einem 0.2 M Natriumcarbonatpuffer 
pH = 10.3 mit 2.2 % Tensiden werden frisch hergestelit. Es wird em UVA/is Spektrum aufgenommen. Nach 10 min Ste- 
40 henlassen im Dunkein bei Raumtemperatur wird em weiteres Spektrum aufgenommen. Die Spektren verandern sich 
nicht. AnschlieBend wird mit einer 60 W Krypton Lampe bestrahit: Abstand zur Strahlungsquelie 30 cm. Raumtempe- 
ratur. Es werden Spektren nach 5, 10, 30, 60 min Gesamtbestrahlungszeit aufgenommen. Im Falle der NBT Ldsung 
verandert sich das UVA/is Spektrum mit zunehmender Bestrahlungszeit. Mit dem Auge ist eine Violettfarbung beob- 
achtbar. Die Benzonaphthophenazindiontdsung verandert sich hingegen nicht (siehe Fig, 10). 

45 

Patentanspriiche 

1 . Verwendung von Verbindungen der Strukturformein I oder/und tl oder Salzen davon zur Herstellung von Nachweis- 
reagenzien fur ein Verfahren zur Bestimmung eines Analyten: 

50 
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worm R und R'' ;eweiis unaohangig voneinander Wasserstoff Halogene Oder organische Reste sind. 

X O S, C(Acc^2' CH(Acc) Oder N(Acc) bedeutet una Acc e\ne elektronenziehende Gruppe :st, 

Ph einen gegebenenfalls substituierten Fhenyinng ceaeutet, 

n eine ganze Zahl von 0 bis 4 ist und 

Ar etne Gruppe der Strukturformein ilia. Mlb, IVa, IVb. Va, Vb, Via Oder VIb bedeutet: 
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wonn R", R^ , R*^, R'* R- und R' jeweils unabhangig vonemander Wasserstoff. Haiogen und organi- 
sche Reste sind. 

Y und Y' jeweils unabhangig voneinander N oder CR' sind, wobei R^ Wasserstoff, Halogen oder em 
organischer Rest ist, 

2 NR, O Oder S ist, wobei R em organischer Rest oder Wasserstoff ist, 

R' jeweils unabhangig em gegebenenfalls substituierter AlkyI- oder Arylrest ist und 

m jeweils unabhangig 0 oder 1 ist. wobei, wenn m gleich l ist. in den Strukturlormein (Ilia), (IVa), (Va) und 

(Via) em an R* gebundener Stickstoff eine positive Ladung tragt und em entsprechendes Gegenion vor- 
^c- handen ist, und in den Strukturtormeln (lllb), (IVb), (Vb) und (VIb) p gleich 0 ist und wobei, wenn m gieich 

0 ist, p gletch 1 ist. 

2. Verwendung nach Anspruch V 
dadurch gekennzeichnet, 

J5 daB die Bestinnrriung des Analyten eine Redoxreaktion umfaBt, wobei erne nachweisbare Anderung der Molekuiei- 

genschaften der Nachweisreagenzien erfolgt. 

3. Verwendung nach emem der vorgehenden Anspruche zur Bestimmung emer Oxidoreduktase-Aktivitat. 

4C 4. VeoA/endung nach Anspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

daG die Bestimmung in Gegenwart emes Oxidoreduktase-Cosubstrats, msbesondere PQQ, NAD(P)* oder 
NAD(P)H/H", erfolgt. 

45 5. Verwendung nach einem der Anspruche 3 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Oxidoreduktase der zu bestimmende Analyt ist. 

6. Verwendung nach emem der Anspruche 3 bis 4, 
5: dadurch gekennzeichnet, 

daB em Oxidoreduktase-Substrat der zu bestimmende Anaiyt ist. 

7. Verwendung nach emem der Anspruche 1 bts 2 zur Bestimmung emer Hydrolase-Aktivitat. 

55 8. Verwendung nach Anspruch 7. 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der NachwefS uber em oxidatives Kupplungssystem erfolgt. 
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9. Verwendung nach einem der Anspruche 7 bis 8. 
dadurch gekennzeichnet, 

daf3 die Hydrolase der zu bestimmende Analyt ist. 

5 10. Verwendung nach etnem der Anspruche 7 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

daf3 ein Hydrolase-Substrat der zu bestimmende Analyt ist. 

11. Verwendung nach einem der vorgehenden Anspruche, 
'0 dadurch gekennzeichnet, 

daB in den Verbindungen der Strukturiormein i und II zumindest e\ne\ der Reste R ' und em aromatisches Oder 
heteroaromatisches Ringsystem umfaBt. das gegebenenfalls substituiert sein kann. 

12. Verwendung nach Anspruch 11, 
5 dadurch gekennzeichnet, 

daB R^ und R^ zusammen ein aromatisches oder heteroaromatisches Ringsystem bilden 

13. Ven/vendung nach einem der vorgehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

20 daB in den Gruppen der Strukturformein Ilia, lllb, IVa, !Vb. Va, Vb, Via und VIb zumindest einerder Reste R^, R^ 

und - sofern vorhanden - R^ , R*^ , R^ und R^ em aromatisches Oder heteroaromatisches Ringsystem umfaBt. das 
gegebenenfalls substituiert sein kann. 

14. Venwendung nach Anspruch 13, 
25 dadurch gekennzeichnet, 

daB in den Gruppen der Strukturformein Ilia, lllb, IVa. SVb, Via und VIb R^ und R*^ mitemander verbruckt sind und 
vorzugsweise zusammen ein Ringsystem bilden. das zumindest teilweise eine aromatische oder heteroaromati- 
sche Struktur aufweist. 

00 15. Verwendung nach Anspruch 13, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB in den Gruppen der Strukturformein Va und Vb (a) R^ und R'^ oder/und R^ und R*^ oder (b) R"^ und R^ oder/und 
R"* und R^ jeweils mitemander verbruckt sind und vorzugsweise zusammen ein aromatisches oder heteroaroma- 
tisches Ringsystem biiden, das zumindest teilweise eine aromatische oder heteroaromatische Struktur aufweist. 

35 

16. Verwendung nach Anspruch 14 oder 15, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Reste jeweils zusammen em gegebenenfalls substituiertes Naphthalin- oder Anthrachinonringsystem bil- 
den. 

40 

17. Verwendung nach einem der vorgehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man die Verbindungen der Strukturformein (I) oder/und (II) in Form von Metailkompiexen einsetzt. 

ds 18. Verfahren 2ur Bestimmung eines Analyten in einer Probe, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man die Probe mit einem Reagenz in Kontakt bringt, welches eine Verbindung der Strukturformein (I) oder/und 
(11) enthalt, und die Bestimmung des Analyten uber eine Anderung von nachweisbaren Eigenschaften des Rea- 
genz durchfuhrt. 

50 

19, Reagenz zur Bestimmung ernes Analyten in einer Probe, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB es mmdestens eine Verbindung der Strukturformein (1) oder/und (II) enthalt. 

55 20. Reagenzienkit, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB er neben anderen Testkomponenten ein Reagenz nach Anspruch 19 enthalt. 
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21. ^eagenz:enKit -acn -nscTL^cn 20 
dadurch gekennzeichnet. 

aai3 er BegleitSc^Dstanzen enthait, aie erne MoaifiZierung aer McieKuieigenscnaner: .-en Verbinaungen aer 5truK- 
tur'fcrr^e! M) ocer und (1!) bewirken 

22. VerbiDGungen der ailgemeinen StruKturforTie'n !i oae^ (i!^ 




worm R\ X, Ph, n und Ar wie in Anspruch 1 definiert smd und worin die Verbindungen mtndestens eine 
hydrophiie Gruppe enthalten, ausgenommen Indanthrenmonosuifonsaure, Indanthrendisulfonsaure sowie 
deren Natrium- und Kaliumsaize. 

23. Verbinaungen nach Anspruch 22 mit den ailgemeinen Strukturiormeln (Vila) Oder (Vlfb): 




worm R\ R-^, X, R'. m. p, R^, R*^, Y und Y' wie in Anspruch 1 definiert sind. 
24. Verbindungen nach Anspruch 23 mit den ailgemeinen Strukturformein (Villa) Oder (VIMb): 
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20 



worin R\ R^, X, R', m, p, R^, R"^, R^, R^'. R'^' und R^' wte in Anspruch 1 definiert sind. 

25 

25. Verbindungen nach einem der Anspruche 22 - 24, 
dadurch gekennzeichnet, 
da3 X gleich O bedeutet, 

30 26. Verbindungen nach einem der Anspruche 22 - 25, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB mindestens einer der Reste R^ und R^ ein aromatisches Oder heteroaromatisches Ringsystem umfaBt. 

27. Verbindungen nach einem der Anspruche 23 und 25 - 26, 
35 dadurch gekennzeichnet, 

daB mindestens einer der Reste R^ und R" em aromatisches oder heteroaromatisches Ringsystem umfaBt. 

28. Verbindungen nach einem der Anspruche 23 und 25 - 27, 
dadurch gekennzeichnet, 

4C daB Y und V jeweiis CPP bedeuten. wobei R^ die in Anspruch 1 angegebene Bedeutung besitzt. 

29. Verbindungen nach einem der Anspruche 24 - 28, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB mindestens einer der Reste R^ R"^, R^, R^ . R^ , R^ em aromatisches oder heteroaromatisches Ringsystem 
45 umfaBt, 
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FIG. 3 
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Q ! Die Iscrr.eren wurden nicht gelrennt. In der Tab. ist nur die Formel fur das [2,3 h] Isomere angegeben. 

b) l,2-DtQm!no-3-criioranthrcchinon hergestellt ncch Goreitk M.V^ PuckovQ V.Y, J. Org, Chem.. USSR 
(Engl Ircnsl 11859,5,351 

c) Beide Isonnere getrennt isoliert. 

d) Em Isomeres iscliert. in der Icbetie is: nur die Form.ei :ur dcs l :,2- b l-lscrriere angegeben. 
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FIG. 6 
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FIG. 7 
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